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論 文 内 容 要 旨
土壌中 における細菌群集は、物質循環を担 う多様な生物活性をもってお り、その
群集構造 の解明は、 生態学 的、環境科学的に極めて重要である。一般 に土壌環境中
の細菌群集の解析は、寒天平板上 に形成されるコロニーの計数、 コロニーからの純
粋培養株の単離を出発点 としている。
従来 から、一定の培養時間後に認められる コロニーを計数 し、ランダムに選んだ
コロニーか ら釣菌 した後、形態 ・生理的性質 を中心 とした分類により群集解析を行
うのが主である。 しか し、 この方法では、細菌群集の希少 なグループから菌株を単
離することは困難である。 また、 形態 ・生理 的性質だけに依存する単離菌株の特徴:
付けでは群集構造の解明に不十分である。 このような問題点 ・限界 を克服するため
に新 しいアプローチの導入が必要であると考 えられる。
新 しいアプローチ として、 コロニーの計数 ・釣菌において、 コロニー形成曲線
(colonyformingcurve:CFC)の解析 を適用 した。 すなわち、土壌細菌が平板上で形
成するコロニー数は培養時間 とともに増加 し、 その過程は培養時間を変数 としたコ
ロニ ー形成曲線で表すことができる。 この コロニー形成曲線の解析に より増殖速度
を軸 として各細菌グループか ら系統 的な菌株の単離が可能 となる。 こうして得られ
た菌株 について形態 ・生理的特徴 と同時に、近年の分子生物学的技法を用いた遺伝
子の解析 を行な うことは、土壌中の多種多様 な細菌群集の生態 を理解 する上で新 し
い知見 をもたらす ものと考 えられる。
本研究では、草地 の土壌細菌 を対象 として、(1)そ の コロニー形成曲線をFOR
(FirstOrderReaction)モデルを用いて複数の曲線に分解 し、それら曲線に対応 し
たコロニ ー群から細菌 を単離 し、得 られた菌株を増殖速度群 としてグルー ピングを
行な った。(2)各 単離菌グループの菌株について増殖速度、形態 ・生理的特徴を
検討 した。(3)土 壌細菌 とその棲息場所の土壌粒子表面 との関係を考慮 して細菌
細胞の表面張力の検討 を行 った。 また、遺伝子解析 として(4)各 単離菌 グループ
についてゲノムDNAの 全体的な構造を制限酵素切断断片のパルスフ ィール ド電気
泳動 より得られるプロファイルを基 に比較 した。 さらに細 胞増殖に関連性があるゲ
ノムDNA複 製開始領域 に着 目して、 その領域の部分塩基配列から比較検討を行 な
った。
第1童 土壌細菌の コロニー形成曲線 と単雌菌株 のグルーピンク
本章で は、(1)異な ったサ ンプ リング時期(季 節)の 土壌を用いて、 希釈平板法に
よ り得 られるコロニ ー形成曲線 をFORモデルにより分解 し(得 られた各曲線 を成分曲
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線 と呼ぶ)、 これら成分曲線の構成から草地土壌の細菌 フロラについて検討を行 い、
























































図1異 な っ た サ ン プ リ ン グ 時 期 の 草 地 土 壌 細 菌 の
コ ロニ ー 形 成 曲 線
IVの出現 開始時間tr値は3サ ンプルともほとんど似た値を
また、各成分曲線に対応 するコロニ ー数は、 どのサ ンプルでも1とWに お
いては似たような割合 を示 した。
(2}コロニー形成曲線による単離菌株のクルー ビング
先の3つ のサ ンプ リング土壌の うち1987年9月にサ ンプ リングした土壌試料の寒天
平板から細菌を単離 した。 図2に そのコロニ ー形成曲線を示す。各成分曲線に対応
したコロニーか ら細菌を単離 し、成分曲線1か らの単離菌 をグループ1、 曲線Hか
らをグループH、 あと同様にグル ープ皿、グループIVとし、 増殖速度群 としてグル



























各CFCグループの単離菌株 にっ いて分裂時間(doubling七ime)とFORモデルのパ ラメ
ータtr値(コロニー が出現 し始めるまでの時間)を 求めた。各グループの分裂時間
には顕著 な特徴がみられた。図3に 示す ように、グループ1、 虹はそれぞれ1.5
時間、2時 間以内に ピークがみられる増殖速度の大きな菌株の集団であった。 グル
ープmで は分裂時間 がほ とんど1～3時 間に集中していた。 またグループIVでは分
裂時間が2.5～17時 間 と広が っていたが、 他のグループ と比較すると増殖速度
の小 さな菌株の集団 であった。tr値では、 グループ1は9-12時 間、Hは20-
25時 間、mは25-30時 間、Ivは60時間以上 とそれぞれのグループで異な




































図3各CFCグ ル 」 プ 単 離 菌 株 の 分 裂 時 間(doublingtime)の









































図4パ ラメ.一ターtr値と分裂 時 聞(doubiingtime)の相 関図
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(2)単離菌株の形態 ・生理的特徴
















4つ の ク ラス ター
nonSpore-formation









図5形 態 ・生理的性質 による単離細菌のクラスター リング
%を 、 ま たグ ルー プIVでは クラス ターDが 約60%を 占め た。 さ らに グルー プIVで
は、低 栄 養 性 の菌株 が約 半数 見 られた。?
??????










図6各CFCグ ルー プの クラス ター の構 成比
A、B、C、Dは 図4に お いて特徴付 けさ れた クラス ター を示す。
白抜 きの部分 は、 どの クラス ター に も属 さな い単 離菌 株 を示 す。




成分には粘土鉱物を主体 とした無機成分 と腐植酸などの有機成分があ り、土壌細菌
群集はこれら成分によ り構成 され る界面 と密接な関係を保 ちながら生活 をしている。
そのため細菌群集の棲息 に細菌細胞表面の性質が重要 とな って くる。界面における
細菌の挙動を支配 している主な力には、分子間に働 くvanderWaals力と表面荷電に
起因する電気的相互作用 との2種 がある。
本章では、単離菌株の細胞表面 の性質 として分子間に働 く力として表面張力を測
定 し、各CFCグループの持っ特徴 にっ いて検討 した。
(1)表面張 力の 測定法 の検 討
細菌 細胞 の表 面張 力 はsessiledrop法
Airに よ り接触 角 を測定
.し、Youngの式 よ り求
め た。 フィルタ・一濾 過 に よ り細 菌細 胞層 を作成
し、試 料 細菌層 と液 滴(0.1MNaClaq.およ
び α一プロモナフタレン、 各 々5μ1)との間 の接触
角(θ)を 測定 した(図7)。 接 触 角 は
その時 間変 化の外 挿 よ り時 間0に お ける
角度 とした(図8)。 接 触角 を求 め る上
図7で従来 は 時間変 化 を無視 した方法 や2 、
4、6秒 後 とラ フな 時間 変化 の外 挿 よ り
求 め てい た。 しか し、 よ り正 確 な角 度 を6。
求め るた め に ビデオ を用 いる こ とで詳細
50
な時間変化、1秒 以内の短時間変化の追






成分)と 極性成分(親 水成分)の2成 分 む
を求 め た。 なお、 表 面張 力 は この2つ のo




Sessiledrop法に よ り求 め る







② 各CFCグルー プ と表 面 張力
各CFCグル ープ の単離 菌 株 につ いて
2種 の液 滴 との接触 角 をプ ロ ッ トし
たの が図9で ある。 なお、 ここで は
0.1㎜aClの接触 角 くプ ロモナフタレンの接触
角 の場 合、 細菌 表面 が親 水 的、0.1M
NaC1の接触 角 〉プロモナフタレンの接触 角 の
場 合、 疎水 的 と考 え る。 グルー プ1、
H、 田で は0.1MNaClとの接 触角 が
20-30。、 プ ロモナフタレンとの接触 角 は
30-50。の範 囲 に多 くが分 布 してい た。
しか し、 グルー プIVでは0」MNaC1と
の接 触角 が30-40。プロモナフタレンとの接
触角 が20-40。の範 囲 に分 布 した。
以上 の よ うに、 増 殖 速度 の大 きい グ
ルー プ1、H、IHに 属す る単離 菌 株
は表 面 が比較 的親 水 的 であ り、 一 方、
増殖速 度 の小 さ いグ ルー プIVに属 す
る単 離菌 株 は表面 が比 較 的疎水 的 で

































フルンの接触角(θ)の プ ロッ ト
破線は、 両接触角が等 しい場合 を示す。



















































ゲノムDNAは 、各細菌のほとんどすべての遺伝的情報 を担ってお り、その解析
はこれら細菌群集の類別 ・分類に とって最 も安定 した知見 をもたらす ものと期待さ
れる。 巨大なゲノムDNAの 全情 報を解析す ることは現段階 では困難 であるが、D
NA分 子 の全体的構造の検討、 または特定領域の精査についてはかな りの程度可能
だと期待 される。
本章では、(1)パルスフィール ド電気泳動法 によ り、全ゲノムDNAの 制限酵素切
断断片によるDNA構 造のプロフ ァイルを解析 し、各CFCグループ間で比較検討 した。
さらに、(2)染色体複製開始領域の部分塩基配列の解析を試みた。
α)パ ル ス フ ィール ド電気 泳動法 に よるゲ ノムDNAの 全 体 的構造
ゲ ノムDNAは 、 アガ ロー スグルに細 菌細 胞 を包 埋 し、 その 中で イ ンタ ク トな ゲ ノムD
NAを 単 離 する方法 を用 い た。DNAの 切断 に は制 限酵 素 塾1と1魎1の2種 を用い
た。 なお、 パ ルス フ ィール ド電気 泳 動 にはCHEF(Contour-clampedHomogeneous
ElectricField)を用 いた。
テ ス ト菌268株の ゲノムDNA泳 動バ ン ドパ ター ン(図10、11)か ら以下 の こ
とが示唆 さ れた。 まず、CFCグルー プ ご とに注 目す る 払 グル ー プ1は 、 両 制限 酵素
にお いて、 他 の グルー プ ∬、m、IVと 比 較 して約50kbpを境 に対照 的 な泳動 パ ター ン
を示 した(図10)。 す なわ ち、
表1に 示 した ように、 随1切 断
の場 合、 グ ループ1の 菌株 で は
50kbpより大 きな、 グル ープH、
m、Ivでは反対 に50kbpより小 さ
な フラグメ ン トが多 く確認 され
た。 また、 麺1切 断 の場合 で は
この逆 とな った。 次 に、 各 単離
菌 ごとにパ ター ンの 比較 をす る
と単離菌 の80.5%が異 なっ た泳 動
パ ター ンを示 した。 この ことは
遺 伝子型 に おいて本 細菌群 集 が
非常 に高 い 多様 性 を持っ ことを
示 して い る。
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(2}ゲノムDNAの 特定領域(複 製開始領域)の 解析
細菌 においてゲノムDNA複 製 開始反応の調節は、細胞複製制御の中心 に位置 し、
特定領域の遺伝子群 が関与 している。そ こで、 細胞増殖 と密接に関連 している染色
体複製開始領域 に着 目して、混合 プライマーを用いたPCR法 により魑 遺伝子
(複製に必須な蛋白質をコー ドしている遺伝子)を 増幅 し、 本遺伝子 の構造決定 を
試みた。
まず、単離菌279株においてPCR反 応を行った ところ、増殖の比較 的速 い菌株
89菌株 について反応産物が得 られた。 これらの産物の塩基配列決定 を行 い、DnaA
蛋白の部分アミノ酸配列を明 らかに し、相同性の検討を行 った。 その結果、DnaA蛋
白は、大 きく6つ の タイプ(a～f)に 分類された(図12、13)。 また、b,
c,dの タイプにおいてはさらにサブタイプに分けることができた。 このDnaA蛋白
の各 タイプとそれらの菌株が属するCFCグループお よび形態 ・生理的性質のクラスタ
ーを表2に 示 した。DnaA蛋白の各 タイプは特定のCFCグループに対応 する傾 向が見 ら






























































































































図12 単 離菌株 のdnaA遺伝 子の部分塩基 配列(327塩基)。 こ こには、89株中











































































































































































各 タ イ プ お よびEscherichiacoli(Ec),Pseudomonasp幽(Pp),Bacillus
subtilis(Bs)のDnaA蛋白質 の 部 分 ア ミ ノ酸 配 列(dnaA遺 伝 子327塩基 の 部 分配
列 か ら決 定 した109アミ ノ 酸)。xは 、 翻 訳 不 能 の ア ミ ノ酸 を示 す。
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まとめ
1.草地の土壌細菌群集のコロニー形成曲線 をFORモデルによ り解析 した結果、サ
ンプ リング時期に関わらず常に4つ の成分曲線が認 められた。 各成分曲線 に
対応 したコロニー群 より細菌の単離 を系統的に行い、 増殖速度群 としてグル
ープ化 した。
2.各CFCグループはグループ内で似かよった、 グループ間で異なった増殖速度 を
示 した。 また、分裂時間とtr値には高 い相関がみられ た。各CFCグループはグ
ループ間で形態 ・生理的性質が異な った細菌種で構成されてい た。 特に、
グラム陽性菌 ・胞子形成能 を有する菌は増殖の速 いグループ1だ けに確認 され、
低栄養性細菌 は増殖の遅 いグループIVに多 く存在 した。
3.細菌細胞の表面張力の測定 を試みた。測定方法 にビデオを導入 したことで従
来 より正確な表面張力の測定が可能 とな った。 増殖速度の大 きいグループ1、
H、 皿に属する菌株 は細胞表面が比較的親水的であ り、一方、増殖速度の小
さいグループIVの単離菌株 は比較的疎水的になる傾向を示 した。
4。単離菌株のゲノムDNAを 制限酵素(旦1、又は迦1)切断 し、 パルスフィー
ル ド電気泳動法によるバン ドパターンのプ ロファイルの解析を行 った結果、




塩基配列の解析 を試みた。PCR法 による反応産物 が得られたのは増殖が比
較 的速 い菌株89株 にっいてだけであ ったが、(1)DnaA蛋白の部分ア ミノ酸配










まず,異 なった時期(4,7,9月)の 細菌群を平板上で培養 し,いずれの時期にも,4つ の
CFCグループがほぼ同様に認められることを明らかにした。各CFCグループの特徴を明 らかに
するため,9月 試料 よりえられた単離菌株を用いて,増 殖速度,形 態的 ・生理的特性の検討 を
行った。その結果,各CFCグループはほぼ同じ増殖速度の菌株の集合であ り,本草地土壌には,
少な くとも4つの異なった増殖速度をもつ細菌グループが存在 していることが示 された。又,各
CFCグループは形態的 ・生理的に異なった種類構成をもつことが示 された。
つぎに,土壌細菌 とこれをとりまく土壌粒子 ・個体表面との関連性で注 目される細胞の表面張




していることを示唆 してお り,今後の研究に新 しい課題を提起 している。
最後に本研究では,各 菌株から抽出したゲノムDNAを対象に,各CFCグループの特徴づけを
試みた。ゲノムDNAの制限酵素(SfiI,XbalI)の切断断片のパルスフィール ド電気泳動バ ン
ド・パターソでは,CFCグループ1と グループ皿,皿,Wで は対照的な傾 向が認め られた。又
CFCグループH,皿,レ 間にも差異が認め られた。今ひとつの重要な検討は,染色体複製開始領
域の遺伝子領域(dnaA)の塩基配列についてである。PCR法により比較的増殖速度の速い89菌
株で,この検討が可能となった。dnaAの産物であるdnaAタンパクの相同性から6つ のタイプが
認められ,こ れらのタイプがCFCグループと密接な対応関係のあることが注 目される。
以上,本研究は,平板上のコロニー形成過程に基礎をお くCFCグループを中心に土壌細菌の群
集構造の系統的に解明する新 しい方法を導入すると同時に,細胞表面特性,ゲ ノムDNAの構造
的特性解析の重要性を示 した点で,土壌微生物学に新知見を加えるものと思われ,審 査員一同は
博士(農 学)を 授与するに値するものと判定した。
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